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(57) Abrege 

La presente invention est relative a des antigenes specifiques de Leishmania, a 
leur procede de preparation et a des profils antigeniques contenant ces antigenes. Les- 
dits antigenes sont reconnus de maniere specifique par des serums de malades d'ori- 
gine humaine ou animale, notamment canine, atteints de leishmaniose viscerale et ne 
presentant pas de reactions croisees avec des serums de malades atteints d'autres af- 
fections. Application au diagnostic de la leishmaniose viscerale. 
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ANTIGENES SPECIFIQUES DE LEISHMANIA ET LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION, PROFILS ANT I GEN I QUE S CONTENANT CES ANTIGENES ET 
LEUR APPLICATION AU DIAGNOSTIC DES LEISHMANIOSES VISCERALES . 

La presente invention est relative a des antigenes 
specifiques de Leishmania et a leur procede de preparation, a 
des profils antigeniques contenant ces antigenes et a leur 
application au diagnostic des leishmanioses viscerales. 
5 Les leishmanioses sont des maladies endemiques pro- 

voquees par un protozoaire monoflagelle du genre Leishmania. 
Le cycle des Leishmania se repartit entre une forme non mobi- 
le, presente chez les macrophages de l'hote vertebre, et une 
forme mobile chez un insecte vecteur, le phlebotome. Chaque 
10 espece de Leishmania provoque un type de maladie aux sympto- 
mes bien definis : cutanes, cutaneomuqueux ou visceraux. Ces 
maladies, outre le fait qu'elles soient largement repandues 
dans le monde, sont dif f icilement identif iables et guerissa- 
bles. 

15 Les leishmanioses peuvent etre diagnostiquees au la- 

boratoire, chez l'homme ou chez le chien par exemple, soit 
par isolement et identification du parasite, soit pour cer- 
taines leishmanioses, par la detection d'anticorps specifi- 
ques dans le serum. 

20 Toutefois, les cultures qu'il est necessaire de rea- 

liser pour isoler et identifier le parasite sont longues et 
fastidieuses a mettre en oeuvre ; de plus, cette identifica- 
tion peut/ surtout, s'averer dangereuse dans le cas d'un syn- 
drome visceral (ponctions de moelle osseuse, ponctions sple- 

25 niques ) . 

Au contraire, les tests de diagnostic immunologique 
qui detectent les anticorps specifiques constituent des reac- 
tions de depistage propres a affirmer ou confirmer de fagon 
suffisamment precoce le diagnostic d'une leishmaniose , notam- 

30 ment viscerale. 

Cependant, les tests de diagnostic immunologiques ne 
peuvent etre realises que dans le cas des leishmanioses pro- 
ductrices d 1 anticorps specifiques, notamment les leishmanio- 
ses viscerales, et non dans le cas par exemple des leishma- 

35 nioses cutanees de "I'Ancien Monde", ces dernieres ne donnant 
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pas lieu a la formation d" anticorps specif iques . 

Les premiers tests de detection des anticorps, en ce 
. qui concerne les leishmanioses viscerales, ont ete la reac- 
tion d 1 immunofluorescence et 1 9 electrosynerese ; cependant, 
5 ces tests presentent 1 1 inconvenient d'etre des methodes lour- 
des a mettre en oeuvre. 

PAP PAS et Al. ont propose un test de type ELISA qui 
se revele plus rapide et plus sensible que lesdits premiers 
tests ; cependant, le test de type ELISA, pour le diagnostic 
10 de la leishmaniose viscerale, decrit par PAPPAS et Al. , 
manque de specificite et 20 % de taux positifs sont obtenus 
avec des malades ayant une trypanosomiase et egalement avec 
des sujets sains vivant en Afrique. 

D ' autres reactions croisees avec les leishmanioses 
15 ont ete decrites, notamment avec les serums de malades at- 
teints de lepre, de tuberculose et de paludisme. 

Bien que la mise en oeuvre du test ELISA constitue 
un progres important par rapport aux methodes precedemment 
preconisees, son manque de specificite ne permet pas de l'en- 
20 visager cotnme un test de reference, dans le cas de la leisK- 
maniose. 

En effet, lorsqu'on utilise le test ELISA, comme 
test de diagnostic des leishmanioses, on observe un bruit de 
fond trop important, qui ne permet pas d'e valuer les resul- 

25 tats obtenus. 

La presente invention s'est, en consequence, donne 
pour but de pourvoir a des antigenes specifiques des Leishma- 
nia qui provoquent la leisTimaniose viscerale cTiez les mammi- 
feres, notamment chez l'Tiotnme et chez le chien, qui donnent 

30 une reponse en anticorps avec une surete de diagnostic de 
l f ordre de 100 %, lorsqu f ils sont utilises pour le diagnostic 
de la leishmaniose viscerale, sous forme de profils electro- 
phoretiques transferes sur des bandelettes, dans le cadre de 
la technique d 1 analyse par immunoempreinte et/ou lorsqu'ils 

3 5 sont utilises sous forme isolee dans le cadre d' un test 
ELISA ou d'un test RIA- 
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La presente invention a pour objet des antigenes 
specifiques de Leishmania, parasite qui provoque la leishma- 
niose viscerale chez les mammiferes, notamraent chez 1 'homme 
et/ou chez le chien, caracterises en ce qu'ils sont reconnus 
5 de maniere specif ique par des serums de malades d'origine hu- 
maine ou animale, notamment canine, atteints de leishmaniose 
viscerale et en ce qu'ils ne presentent pas de reactions 
croisees avec des serums de malades atteints d'autres affec- 
tions . 

10 Selon une disposition avantageuse de ce mode de rea- 

lisation, les antigenes specifiques sont des antigenes de 
Leishmania infantum. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, les antigenes specifiques sont des antigenes 

15 de Leishmania donovani. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de rea- 
lisation, les antigenes specifiques de Leishmania infantum 
sont caracterises en ce qu'ils ont respectivement une masse 
moleculaire de 150 KD, une masse moleculaire de 94 KD, une 

20 masse moleculaire de 7 5 KD, une masse moleculaire de 30 KD, 
une masse moleculaire de 33 KD et une masse moleculaire de 
20 KD. 

Les poids moleculaires ont ete calcules en comparant 
la vitesse de migration electrophoretique desdits antigenes a 
25 celui de marqueurs de poids moleculaire appropries, tels que 
ceux fournis par Pharmacia. 

Selon une modalite avantageuse de cette disposition, 
les antigenes specifiques de Leishmania infantum de masse mo- 
leculaire 150 KD, 94 KD et 7 5 KD sont reconnus par des IgG de 
30 serums de malades d'origine humaine. 

Selon une autre modalite avantageuse de cette dispo- 
sition, les antigenes specifiques de Leishmania infantum de 
masse moleculaire 7 5 KD, 3 3 KD et 20 KD 6ont reconnus par des 
IgG de serums de malades d'origine canine. 
35 Selon encore une autre modalite avantageuse de cette 
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disposition, les antigenes specif iques de Leishmania de masse 
moleculaire 30 KD sont reconnus par des IgE de serums de ma- 
^ lades d'origine humaine. 

L'antigene 150 KD a un point, isoelectrique (pi) de 

5 6,5. 

L'antigene 94 KD a un pi de 7,6. 

L'antigene 75 KD est un melange de molecules dont 
les pi sont respectivement de 7,6 ; 7,5 ; 6,9 ; 5,3 ; 4,85. 

L'antigene 3 3 KD est un melange de deux molecules de 
10 pi 5,30 et 5,00. 

L'antigene 20 KD est un melange de deux molecules de 
pi 7,6 et 6,5. 

La determination des points isoelectriques se fait 
par isoelectrofocalisation en agarose, suivie d'une electro- 
15 phorese en PAGE-SDS . Le profil obtenu est transfere sur ni- 
trocellulose puis soumis a une immunoempreinte avec un serum 
de malade (homme ou chien). 

Selon un autre mode de realisation, chacun desdits 
antigenes est a l'etat pur et se trouve sous forme liquide ou 
20 lyophilisee. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de rea- 
lisation, les antigenes sont adsorbes sur des supports soli- 
des . 

La presente invention a egalement pour objet un 
25 agent de diagnostic de la leishmaniose viscerale chez 1 'homme 
et chez I 1 animal, notamment le chien, lequel agent de diag- 
nostic est caracterise en ce qu f il est constitue par un pro- 
fil electrophoretique, de preference mis sous forme de bande- 
lette, qui contient les antigenes definis precedemment . 
30 La presente invention a egalement pour objet un 

procede de preparation des antigenes specifiques des Leishma- 
nia qui provoquent la leishmaniose viscerale chez les mammi- 
feres. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux, le pro- 
3 5 cede cons is te a : 
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- cultiver des souches de Leishmania provoquant la leishma- 
niose viscerale chez les mammiferes, a une temperature et 
pendant une duree appropriee, dans un milieu approprie ; 

- separer les antigenes obtenus, apres centrif ugation desdi- 
5 tes cultures, dans le culot de centrif ugation remis en 

suspension dans un tampon approprie, en realisant une elec- 
trophorese appropriee, 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 
procede conforme a 1* invention, les antigenes separes par 
10 electrophorese, comme decrit ci-dessus, sont transferes, par 
transfert ou electrotransf ert sur des bandelettes en materiau 
approprie tel que nitrocellulose ou polyamide (nylon) notam- 
ment, pour former des profils antigeniques dont une partie 
est eventuellement avantageusement coloree a l'aide d'un co- 
15 lorant approprie tel que de l'encre de Chine notamment, les 
profils antigeniques obtenus portes par lesdites bandelettes 
etant avantageusement conserves a sec. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du proce- 
de de preparation conforme a la presente invention, on culti- 
20 ve des souches de Leishmania infantum dans un milieu appro- 
prie pendant environ 3 jours et a une temperature de 28°C, 
pour obtenir un volume contenant 4.10 7 Leishmania/ml . 

Selon une modalite avantageuse de 1' invention, la 
souche de Leishmania infantum utilisee est une souche LEM497 
25 (MCAN/GR/82) . 

Selon une autre modalite avantageuse de cette dispo- 
sition, la souche de Leishmania infantum utilisee est une 
souche LGR4 (HOM/GR/78/LGR4) . 

Selon une autre modalite avantageuse de 1* invention, 
30 Le milieu de culture est un milieu RPMl/199 (1:1) a 10 % de 
SVF. 

Selon encore une autre modalite avantageuse de 1' in- 
vention, 1 'eiectrophorese est realisee selon la technique de 
LAEMMLI avec des gels de polyacrylamide de concentration ap- 
35 propriee, sur lesquels sont deposees 6.10 8 Leishmania obte- 
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nues a partir du culot de centrif ugation de culture remis en 
suspension dans un tampon approprie. 

Selon une autre modalite avantageuse de I s invention, 
le transfert ou 1 9 electrotransf ert des antigenes separes par 
5 electrophorese est realise a temperature ambiante sur nitro- 
cellulose ou polyamide (nylon) , de preference selon la metho- 
ds de TOWBIN, pour former les prof i Is antigeniques desdites 
s ouches. 

Selon une autre modalite avantageuse de 1' invention, 
10 les profils electrophoretiques antigeniques transferes non 
co lores constituent l ! un des reactifs d'un coffret de dia- 
gnostic et les profils electrophoretiques transferes colores, 
aotarnment a I'encre de Chine, constituent le profil antigeni- 
que total de Leishmania, les profils electrophoretiques tant 
15 colores que non colores etant decoupes en bandelettes . 

Conformement a 1* invention, une bandelette non colo- 
ree subit une incubation d'une part avec un serum de malade 
ou de chien malade, puis d' autre part, le complexe antigene- 
anticors est revile par un conjugue enzymatique anti-homme ou 
20 anti-chien selon le cas, et enfin, on visualise sur la bande- 
lette l'activite enzymatique ; ceci permet de detecter selec- 
tivement les antigenes specifiques de la leishmaniose visce- 
rale humaine ou animale sur un support adequat. 

Conformement a 1* invention, une bandelette coloree 
25 permet de reveler la plupart des antigenes presents, qui sont 
identifies a l'aide de marqueurs de masse moleculaire. 

Le Rf de chaque bande antigenique ayant migre est 
defini par la distance de migration d'un antigene a partir de 
I'origine sur la distance d*un temoin de migration a partir 
30 de I'origine, qui est visualise par un colorant tel que le 
bleu de bromophenol. 

En variante a ce mode de mise en oeuvre, on cultive s 
des souches de Leishmania donovani. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede de 
35 preparation des antigenes, le procede consiste a : 

- cultiver des souches de Leishmania qui provoquent la leish- 
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maniose viscerale chez les mammiferes, a une tenperature et 
pendant une duree appropriees, dans un milieu approprie ; 

- separer les antigenes obtenus, apres centrif ugation desdi- 
tes cultures, dans le culot de centrif ugation remis en sus- 

5 pension dans un tairpon approprie, en realisant une electro- 
phorese appropriee ; 

- injecter les antigenes ainsi separes a un animal, notanunent 
un lapin, pour provoquer la production chez ce dernier 
d'anticorps specif iques contre lesdits antigenes, 

10 - separer les anticorps produits par 1' animal immunise, no- 
tanunent le lapin, du serum preleve chez ce dernier, par 
chroma tographie d'af finite ; 

- isoler les antigenes retenus sur la colonne d'af finite et 
les recueillir ensemble ou separement sous forme liquide ou 

15 lyophilisee. 

Lesdits antigenes sont alors utilisables con jointement ou 
separement, lesdits antigenes etant eventuellement adsorbes 
sur un support solide approprie. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise 
20 en oeuvre, on cultive des souches de Leishmania infantum dans 
un milieu RPMl/199 (1:1) a 10 % de SVF pendant environ 3 
jours a une temperature de 28°C de maniere a obtenir un volu- 
me contenant de 4.10 7 Leishmania/ml . 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode 
25 de mise en oeuvre, 1 1 electrophorese est realisee sur des gels 
de polyacrylamide de concentration appropriee et sur lesquels 
sont deposes de 12.10 s a 18.10 s Leishmania dans ledit gel. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, une partie dudit gel est coloree au moyen 
30 d'un colorant, ladite coloration permettant de determiner la 
migration des antigenes specifiques de Leishmania dans ledit 
gel . 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, une autre partie dudit gel est decouple en 
35 rapport avec lesdits antigenes specifiques de Leishmania, mi- 
se sous une forme injectable et injectee a un animal, notam- 



WO 89/01045 



PCT/FR88/00400 



- 8 - 

merit an lapin, pour produire chez ce dernier des anticorps 
qui sont isoles du serum preleve chez ledit animal/ lesdits 
anticorps etant purifies sur une colonne de chromatographic 
appropriee, puis couples a du Sepharose a l'aide d'un agent 
5 de couplage approprie (bromure de cyanogene notarnment) , pour 
former un gel d'af finite. 

La purification peut etre realisee soit sur une co- 
lonne de proteine A-Sepharose (Pharmacia) , soit sur une co- 
lonne d'echangeurs d'ions (DEAE-Gellulose Pharmacia). Le cou- 

10 plage est realise soit a du Sepharose C16D, soit a du Sepha- 
rose C14B Pharmacia. 

Selon encore une autre disposition, on forme avec 
lesdits anticorps couples une colonne d'af finite dans laquel- 
le est passe un lysat de Leishmanies resuspendu dans un tam- 

15 pon approprie. 

Selon une autre disposition les antigenes retenus 
sur la colonne sont recueillis en presence d'une haute force 
ionique et constituent les antigenes specifiques purs de 
Leishmania conforme a 1* invention. 

20 II s'est avere que les antigenes specifiques de 

Leishmania conformes" a la presente invention presentent une 
tres grande sensibilite et que leur application, soit sous 
forme de profils antigeniques dans le cadre de la technique 
d 1 analyse par immunoempreinte, soit dans un test ELISA, soit 

25 dans un test RIA, permet d'obtenir une surete de diagnostic 
de 100 %. 

En particulier, chez l'homme, la reconnaissance des 
antigenes 150 KD, 94 KD et 75 KD, simultanement ou pas, per- 
met l'obtention d'un diagnostic sur, hautement specif ique. 
30 De meme, chez le chien, la reconnaissance des anti- 

genes 75 KD, 3 3 KD et 20 KD, soit separement, soit par pai- 
res, soit simultanement, permet 1 1 obtention d'un diagnostic 
sur, hautement specifique. 

Les antigenes specifiques de Leishmania conformes a 
35 la presente invention permettent de detecter dans les serums 
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de patients, la presence d'IgG ant i -Leishmania specif iques . 

La presente invention a en consequence egalement 
. pour objet un procede de diagnostic de leishmaniose viscerale 
qui consiste a detecter les anticorps antileishmania presents 
5 dans un serum a controler, a 1'aide des antigenes specif iques 
de Leishmania conformes a 1' invention, en mettant en incuba- 
tion ledit serum avec lesdits antigenes auxquels se lient les 
anticorps du groupe Leishmania, si de tels anticorps sont 
presents dans 1 1 echantillon de serum a controler, quelle que 
10 soit la souche infectante de Leishmania a pathogenie viscera- 
le. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du proce- 
de de diagnostic de Leishmaniose viscerale conforme a l 1 in- 
vention, une quantite appropriee d'un conjugue (anticorps 

15 anti-IgG ou anti-IgGAM (ou anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM) mar- 
ques avec une enzyme, notamment la peroxydase) , est mise en 
contact avec les eventuels complexes antigenes-anticorps 
prealablement formes pour provoquer la fixation des anti-IgG 
ou des anti-IgGAM (ou anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM) sur les- 

20 dits anticorps lies, cette seconde etape du procede de diag- 
nostic etant suivie d'une troisieme etape qui consiste a re- 
veler lesdits complexes antigenes-anticorps prelablement for- 
mes a I'aide d'un substrat approprie, notamment de la di- 
aminobenzidine additionnee d'eau oxygenee dans un tampon 

2 5 Tris, pour provoquer, en presence d* anticorps anti- 
Leishmania, 1' apparition d'une couleur resultant de la reac- 
tion de 1' enzyme du conjugue avec le substrat susdit, ladite 
reaction etant arretee par des moyens appropries. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 

30 procede de diagnostic de leishmaniose viscerale conforme a 
1' invention, un test ELISA ou un test RIA est mis en oeuvre. 

La presente invention a egalement pour objet un pro- 
cede de production d 1 anticorps anti-antigenes des Leishmania 
qui provoquent la leishmaniose viscerale chez les mammiferes, 

35 caracterise en ce que : 
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- l'on immunise un animal approprie par injection d'antigenes 
de Leishmania conformes a 1' invention ; 

- - l'on purifie les anticorps produits par ledit animal sur du 
Sepharose. 

5 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du proce- 

de de production d 1 anticorps anti-antigenes de Leishmania, 
lesdits anticorps produits sont des anticorps monoclonaux. 

Selon une autre disposition avantageuse du procede 
» de production d 1 anticorps anti-antigenes de Leishmania, les- 
10 dits anticorps produits sont des anticorps polyclonaux. 

La presente invention a en outre pour objet un Tcit, 
ou coffret, ou ensemble coordonne, pret a l'emploi pour la 
mise en oeuvre du procede de diagnostic de leishmanioses vis- 
cerales conforme a la presente invention, qui est caracterise 
15 en ce qu'il comprend dans une premiere realisation : 

- une serie de bandelettes presentant l.e profil antigenique 
de Leishmania infantum non revile contenues dans un incuba- 
teur a rigoles multiples, chaque rigoie etant recouverte 
d'un papier d" aluminium thermoscelle, permettant l f utilisa- 

20 tion de chaque bandelet te independament ; 

- un profil antigenique colore a I'encre de Chine, permettant 
de determiner la migration des antigenes indispensables au 
diagnostic ; 

- une bandelette de controle presentant un profil antigenique 
25 de Leishmania ayant deja reagi avec un serum humain posi- 

tif t 

- et/ou une bandelette de controle presentant un profil anti- 
genique de Leishmania ayant deja reagi avec un serum canin 
posit if ; 

30 - une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic humain 
d' anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM ou anti-XgG, anti-IgA, 
anti-IgM marques avec 1 1 enzyme appropriee, dans un reci- t 
pient convenable ; 

- et/ou une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic 
35 canin d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM ou anti-IgG, anti- 
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IgA, anti-IgM marques avec l 1 enzyme appropriee, dans un re- 
cipient convenable ; 

- une quantite appropriee de substrat approprie, notamment de 
diaminobenzidine dans un recipient convenable, additionnee 

5 d'une quantite appropriee de peroxyde d'hydrogene dans un 
recipient convenable ; 

- une solution de saturation PBS-Tween 20 a 0 f 3 % - lait 
ecreme a 5 %, dans un recipient convenable', 

ou 

10 - une solution de saturation PBS-Tween 20 a 0,3 % - BSA a 
1 %, dans un recipient convenable ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 20 a 0,3 % ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 20 a 0,1 % ; 

- une solution de tampon Tris 0,01 M pH 7,2, 

15 Selon un autre mode de realisation dudit kit, ou 

coffret, ou ensemble coordonne, pret a I'emploi, ledit kit 
est caracterise en ce qu'il- comprend : 

- des antigenes de Leishmania infantum dans des recipients 
separes et presentes sous forme lyophilisee et conserves 

20 dans des recipients convenables ou adsorbes, en presence 
d'un agent conservateur tel que l'azidure de sodium a 0,1 % 
ou le merthiolate a 0,1 %, sur des supports solides ade- 
quats ; 

- une quantite appropriee de serum humain positif de contro- 
25 le, contenue dans un recipient convenable ; 

- et/ou une quantite appropriee de serum canin positif de 
controle, contenue dans un recipient convenable ; 

- une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic humain 
d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM marques avec une enzyme 

30 appropriee, dans un recipient convenable ; 

- et/ou une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic 
canin d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM marques avec une 
enzyme appropriee, dans un recipient convenable ; 

- une quantite appropriee de substrat approprie, notamment de 
35 la diaminobenzidine pour la peroxydase, dans un recipient 

convenable additionnee d'une quantite appropriee de per- 
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oxyde d'hydrogene dans un recipient convenable ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 20 a 0,3 % dans un reci- 
pient convenable ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 20 a 0,01 % ; 
5 - une solution de tampon Tris 0,01 M pH 7,2 ; 

- une pluralite de plaques de microtitration utiles pour la 
realisation du test ELISA. 

Outre les dispositions qui precedent, 1 1 invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 

10 description qui va suivre. 

L 1 invention sera mieux comprise a l'aide du comple- 
ment de description qui va suivre, qui se refere a des exera- 
ples de preparation de profils antigeniques de Leishmania, et 
a des examples de preparation d'antigenes specif iques de 

15 Leishmania conformes a 1' invention, a des exemples de mise en 
oeuvre des tests de detection des anticorps anti -Leishmania 
dans un echantillon de serum a controler, par la technique 
d ! analyse par immunoempreinte, des resultats d'une serie de 
serodiagnostics de leishmaniose viscerale humaine, des resul- 

20 tats d l une serie de serodiagnostics de leishmaniose viscerale 
canine effectues a I'aide de la technique d r analyse par immu- 
noempreinte. 

II doit etre bien entendu, toutef ois , que ces exem- 
ples et les parties descriptives correspondantes , sont donnes 
25 uniquement a titre d 1 illustration de l'objet de l r invention, 
dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation, 
I - EXEMPLES DE PREPARATION DES PROFILS ANTIGENIQUES ET ANTI- 
GENES SPECIFIQUES DE LEISHMANIA CONFORMES A L 1 INVENTION . 
Exemple T — Preparation des profils antigeniques specif iques 
30 de Leishmania a partir de Leishmania infantum 

1«a. On cultive une souche LEM497 de Leishmania infantum a 
28 °C dans un milieu RPMI/19 9 (1:1) a 10 % de SVF pendant 
trois jours. 

La virulence des souches est testee sur souris Balb/c au 
35 bout de cinq passage en culture hebdomadaires consecu- 
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tif s . 

1. b. On centrifuge les Leishmania obtenues, le culot de 

centrif ugation etant lave 2 a 3 fois avec un tampon PBS 
sterile, on effectue alors une numeration des Leishmania 
5 puis le culot est remis en suspension dans un tampon 

Tris-G-mercaptoethanol-SDS, la suspension obtenue etant 
mise dans un volume de telle sorte que ce volume con- 
tienne 6.10 8 Leishmania. 

2. a. On realise une electrophor ese selon la technique de 
10 LAEMMLI au moyen de gels de polyacrylamide a 10 % sur 

lesquels on depose ledit volume contenant 6.10 8 Leish- 
mania, afin de separer les antigenes presents et de rea- 
liser ainsi un profil electrophoretique antigenique. 
b. Les antigenes ainsi separes sont transferes sur une 

15 feuille de nitrocellulose, selon la methode de TOWBIN, 

sous 1' action d'un champ electrique, a temperature am- 
biante, la difference de potentiel etant de 6 volts/cm 
de distance entre les electrodes, dans un tampon Tris/ 
g lycin e/ methano 1 . 

20 c. Le profil antigenique ainsi transfer! est alors conserve 
a sec et utilise sous forme de bandelettes au fur et a 
mesure des besoins ; lesdites bandelettes presentent les 
profils antigeniques de Leishmania conformes a 1' inven- 
tion. Une partie de ces bandelettes est coloree, notam- 

25 ment a l'encre de Chine, ce qui permet de visualiser le 

profil antigenique present sur la feuille de nitro- 
cellulose. 

Exemple 2 - Preparation des antigenes specifiques de Leish- 
mania a partir de Leishmania infantum 
30 l.a. On cultive les Leishmania comme decrit dans 1* Exemple 1 
ci-dessus . 

l.b. On centrifuge les Leishmania comme decrit dans 1' Exemple 
1 ci-dessus. 

La suspension obtenue est mise dans un volume de telle 
35 sorte que ce volume contienne 12.10 s a 18. 10 8 Leish- 
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mania* 

2- a. On realise une electrophorese sur gel de polyacrylamide. 

b. On decoupe le gel en deux parties in^gales ; une premie- 
re partie est coloree et permet de determiner la migra- 

5 tion des antigenes specif iques de Leishmania ; une deu- 

xieme partie est decouple en fonction de la migration 
desdits antigenes. 

c. Ladite deuxieme partie du gel est alors reduite en pu- 
ree, dessechee pour en reduire la masse puis remise en 

10 suspension dans 1 a 2 ml d'eau et injectee a un lapin en 

sous-cutanee dorsal e. 
3. a* On fait trois injections repetees a quatre semaines 
d 1 intervalle. 

b. Le lapin est saigne et on recueille 30 a 40 ml de sang a 
15 partir duquel le serum est recupere. 

c. La reactivite dudit serum de lapin est testee. 

4*a. Le- serum de lapin est utilise pour faire une colonne 
d'af finite ? on purifie d'abord les anticorps sur une 
colonne de ehromatograptiie appropriee, puis on les cou- 
20 pie a du Sepharose a 1 1 aide d'un agent de couplage ap- 

proprie (bromure de cyanogene notamment), pour former un 
gel d 1 af finite • 

La purification peut etre realisee soit sur une colonne 
de proteine A-Sepharose (Pharmacia), soit sur une colon- 
25 ne d'echangeurs d'ions (DEAE-cellulose Pharmacia). 

Le couplage est realise soit a du Sepharose C16D, soit a 
du Sepharose C14B Pharmacia. 

On lave plusieurs fois la colonne avec du PBS-Tween 20 a 
0,1 %. 

30 c. On prepare les antigenes a passer sur la colonne comme 
suit : 

Le culot de Leishmania obtenu dans les conditions de 
I'Exemple 1 est sonique en presence de Tween 20 a 0,1 %• 

d. Une quant ite appropriee du melange d ! antigenes ainsi 
35 obtenu est passee sur la colonne d'af finite, la quantite 
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introduite etant fonction de la capacite de retention de 
la colonne. La colonne retient les antigenes specif iques 
de Leishmania. 
e. On lave avec du PBS-Tween 20 a 0,1 %• 
5 5. a. Les antigenes sont ensuite elues de la colonne en pre- 
sence d'une force ionique importante (1 M en NaCl) et 
recueillis. 

b. Lesdits antigenes recueillis sont dialysis puis lyophi- 
Uses et conserves dans des recipients convenables ou 
10 adsorbes, en presence d'un agent conservateur tel que 

1'azidure de sodium a 0,1 % ou le merthiolate a 0,1 %, 
sur des supports solides. 
II - DETECTION DES ANTICORPS ANT I -LEISHMANIA PAR LA TECHNIQUE 
D 1 ANALYSE PAR IMMUNOEMPREINTE 
15 Exemple a - Detection de la presence d 1 anticorps anti- 

Leislimania cbez l'tiomme par la teohnique 
d * inununoeinpreinte 
Le test de diagnostic de leishmaniose qui fait 1 * ob- 
jet de la presente invention est un test simple, sensible et 
20 specif ique de la leishmaniose viscerale, tant chez l'homme 
que chez 1' animal, notanunent le chien, qui permet de detecter 
les anticorps anti-Leishmania a I'aide de bandelettes presen- 
tant des profils antigeniques specifiques de Leishmania, qui 
reagissent avec le serum de malade, quel que soit le serotype 
25 infectant, tout en ne presentant pas de reactions croisees. 
A. Ce test de diagnostic repose sur les principes suivants : 
Le serum a controler est mis en incubation dans un 
incubateur contenant des rigoles servant a accueillir les 
bandelettes presentant les profils antigeniques conformes 
30 a i 1 invention. 

Si des anticorps anti-Leishmania sont presents dans 
l'echantillon humain, ils se lient auxdits antigenes. 

La specificite du test est liee aux reconnaissances 
suivantes : 

35 Chez l'homme, le serum doit reconnaitre les trois antige- 



WO 89/01045 



PCT/FR88/00400 



- 16 - 

nes suivants : 150 KD, 94 KD et 75 KD, simultanement ou 
pas • 

Le Tableau I represente la frequence de reconnais- 
sance des antigenes 150 KD, 94 KD et 75 KD chez l'"honime. 

TABLEAU I 



Immune— 
empreintes 
(numero de 
bandelettes 


Antigene 

150 KD 
(nombre) 


Antigene 

94 KD 
(nombre) 


Antigene 

75 KD 
(nombre) 


Antigene 150KD 
et/ou 94 KD 
et/ou 75 KD 
(nombre) 


N*l-22 * 
N°23-30** 


22/22 
0/8 


20/22 
0/8 


21/22 
0/8 


22/22 
0/8 



10 



15 



20 



25 



30 



3 5 



* : Malades ** : Controles 

Les serums en provenance de sujets atteints de 
leishmanioses viscerales (bandelettes Nos. 1 a 22) reconnais- 
sent les antigenes 150 KD, 94 KD et 75 KD avec une frequence 
elevee, corame represente sur le Tableau I. 

Par centre le serum negatif (bandelette n° 23), les 
serums en provenance de sujets atteints de toxoplasmose (ban- 
delette n* 24), les serums en provenance de sujets atteints 
de leishmaniose cutanee (bandelettes Nos. 25-27), les serums 
en provenance de sujets atteints de maladie de Chagas (bande- 
lette n* 28) ou de maladie du sommeil (bandelettes Nos. 29- 
30) ne reconnaissent pas les trois antigenes specif iques. 

La figure 1 represente un profil antigenique en pre- 
sence de marqueurs de masse moleculaire et permet de determi- 
ner 1 1 emplacement des antigenes 150 KD, 94 KD et 75 KD. 

La figure 2, qui ne peut etre lue qu'en regard de la 
figure 1, represente les immunoempreintes de reconnaissance 
des antigenes par des serums "humains, telles que definies 
dans le Tableau I. On voit que seals les sujets atteints de 
leishmanioses viscerales reconnaissent avec une frequence 
telle que presentee dans le Tableau I, les trois antigenes . 
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Un conjugue tel qu'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM 
marques avec une enzyme, notamment la peroxydase, est ajoute 
. dans un deuxieme terrps et se fixe sur les fragments des anti- 
corps retenus sur les bandelettes. 
5. L'addition d'un substrat adapte selon 1' enzyme, no- 

tamment peroxydase, dans un dernier stade est suivie de 
1 'apparition d'une coloration plus ou moins intense sur la 
feuille de nitrocellulose, resultant de la reaction enzyma- 
tique si 1 1 echantillon contient des anticorps arvti- 
10 Leishmania. Au contraire, si 1 1 echantillon teste ne contient 
pas d'anticorps anti -Leishmania , le conjugue n'est pas retenu 
et aucune coloration ne se developpe sur la nitrocellulose. 
REACTIFS 

1. Bandelettes de nitrocellulose presentant des profiLs anti- 
15 geniques de Leishmania 

2. Serum humain de controle negatif 

2' Serum humain de controle positif provenant d'un malade 

connu pour etre attaint de leishmaniose viscerale 
3- Conjugue anticorps - anti-IgG - peroxydase 
20 4. Substrat : diaminobenzidine 

5, Peroxyde d'hydrogene 

6. Tampons 

6.1. Tampon PBS-Tween 20 a 0,3 % 
avec 5 % lait ecreme 
25 6.2. Tanqpon PBS-Tween 20 a 0,3 % 

sans lait ecreme 

6.3. Tairpon PBS-Tween 20 a 0,1 % 

6.4. Tampon Tris 0,01 M pH 7,2 

B. La technique mise en oeuvre est decrite ci-apres : 
30 a) Les bandelettes presentant 'les profils antigeniques de 

Leishmania sont placees dans chacune des rigoles de 
l'incubateur 7 

b) Lesdites bandelettes sont saturees avec le tampon PBS- 
Tween 20 a 0,3 % avec 5 % de lait ecreme pendant 45 mi- 
35 nutes a teinperature ambiante sous agitation ? 
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c) Apres avoir retire le lait des rigoles par retournement 
ou aspiration, on effectue le lavage des bandelettes 
contenues dans les rigoles. 

A i'aide d'une pissette contenant du tampon PBS-Tween 
5 20 a 0,3 %, on remplit chaque rigole avec 1 ml dudit 

tampon ; on laisse en contact 5 minutes et on vidange 
par retournement ou aspiration ; on repete 5 fois cette 
operation. Puis on effectue un dernier lavage en rem- 
plissant chaque rigole avec 1 ml de tampon PBS-Tween 20 
10 a 0,1 % ; on laisse en contact 5 minutes et on vidange 

par retournement ou aspiration ; 
dl) On distribue 1 ml par rigole de serum a tester humain 
dilue au 1/200 dans du PBS-Tween 20 a 0,1 %, deux cuves 
etant prevues pour les bandelett.es de coatrole avec se- 
15 rum humain positif et serum humain negatif ; 

d2) On incube une heure a temperature ambiante sous agita- 
tion ; 

e) On vide les rigoles par retournement ou aspiration et 
on lave 6 fois 5 minutes avec du PBS-Tween 20 a 0,1 % ; 
20 f ) Addition du conjugue a la peroxydase* 

La dilution depend du lot et de la marque employee. 
En general, les reactifs "Nordic" 
- Homme : chevre anti-IgG (H+L)humaine 
permettent de travailler a la dilution 1/5000. 
25 On distribue 1 ml de la reaction finale du reactif dans 

PBS-Tween 20 a 0,1 %? 

On incube 30 minutes a 3 7°C, a I'abri de la lumiere. 
g) On vide les rigoles par retournement ou aspiration et 
on lave 6 fois 5 minutes avec du PBS-Tween 20 a 0,1 % ? 
30 h) On distribue 1 ml de la solution de substrat preparee 

selon un protocole approprie et on laisse incuber de 30 
secondes a une heure a 37 °C. 

On arrete la reaction par addition* d Veau distillee. 
Remarque : Parfois, la reaction peut etre extremement 
35 rapide, dans le cas de certains serums positif s. II 
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faut surveiller attentivement les empreintes, pour evi- 
ter tout bruit de fond, 
i) On laisse secher les bandelettes dans l'incubateur puis 
on les stocke. 

On considere comme positif, c'est-a-dire contenant 
des anticorps anti-Leishmania, tout serum/ tant humain 
que canin, ayant conduit a 1 'observation d'une colora- 
tion de la bandelette. 
Exemple fl - Detection de la presence d 1 anticorps anti- 
Leislunania chez le chien par la technique 
d 1 imraunoerapreinte chez le chien. 
A. Ce test de diagnostic repose sur les memes principes que 
ceux precises dans 1* Exemple cL . 

La specificite du test est liee aux reconnaissances sui- 
vantes : 

Chez le chien, le serum doit reconnaitre les trois anti- 
genes suivants : 75 KD, 33 KD et 20 KD separement, par 
paire ou simultanement . 

Le Tableau II represente la frequence de reconnaissance 
desdits trois antigenes chez le chien. 

TABLEAU II 



Iramuno- 


Antigene 


Antigene 


Antigene 


Antigene 7 5 KD 


empreintes 


75 KD 


33 KD 


20 KD 


et/ou 33 KD 


(numero de 


(nombre) 


(nombre ) 


(nombre ) 


et/ou 20 KD 


bandelettes 








(nombre) 


92 * 


66/92 


77/92 


84/92 


92/22 


27 ** 


0/27 


0/27 


0/27 


0/27 



30 



35 



* : Chiens malades ** : Controles 

C'est ainsi que l'on peut constater que les serums 
positifs de chien reconnaissent les bandes 75 KD, 33 KD et 
20 KD selon les frequences precisees dans le Tableau II. 

Les figures 3a, 3b, 3c et 3d representent les immu- 
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noenpreintes de reconnaissance des antigenes par des serums 
canins positifs tels que definis dans le Tableau II. 

Un conjugue de type lapin anti-IgG (H+L) de chien 
est utilise. 

5 Un substrat de meme type que celui decrit dans 

.I'Exemple a est utilise. 

Si 1 1 eohantillon teste contient des anticorps, une 
coloration plus ou moins intense apparait sur la feuille de 
nitrocellulose selon le meme mecanisme que celui decrit dans 
10 l'Exeraple a. 
REACTIFS 

1. Bandelettes de nitrocellulose presentant ds profils anti- 
geniques de Leishmania 

2. Serum canin de controle negatif 
15 3. Serum canin de controle positif 

Les serums canins sont conserves sous glycerol a 50 % et a 
- 20°C. 

Le substrat et les tampons sont tels que definis dans 
l'Exemple a. 

20 B. La technique mise en oeuvre est identique a celle de 
l l Exerrple a. 

Ill - RESULTATS DE SEROD I AGNOSTICS DE LEISHMANIOSES 
VISCERALES 

EXEMPLE A - Mise en evidence de la specif icite de la 
25 teclinique d 1 immunoenpreinte (comparaison 

avec d'autres malades) chez I'Tiomroe. 

Le Tableau I et la figure 2 montrent la frequence de 
reconnaissance des antigenes en fonction de I'origine du se- 
rum utilise. 

30 Les serums venant de leishmaniose viscerale recon- 

naissent specif iquement un antigene de masse moleculaire de 
I'ordre de 150 KD, 20/2 2 reconnaissent un antigene de masse 
moleculaire de 94 KD et 21/22 un antigene de masse moleculai- 
re de 7 5 KD et 22/22 reconnaissent un antigene de 150 KD et/ 

35 ou un antigene de 94 KD et/ou un antigene de 7 5 KD. 
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La reconnaissance de ces trois antigenes, simultane- 
ment ou pas, permet d'etablir un diagnostic sur et specif ique 
. de leishmaniose viscerale avec cette technique d'immuno- 
empreinte. L 1 etude des controles de specif icite (malades a 
5 parasitoses differentes) montre que ces antigenes ne sont pas 
reconnus par les anticorps presents dans les serums de mala- 
des a parasitoses differentes. 

EXEMPLE B - Mise en evidence de la specif icite de la 
technique d* immunoenqpreinte chez le chien. 
10 Le Tableau II et les figures 3a, 3b, 3c et 3d mon- 

trent la frequence de reconnaissance des antigenes en fonc- 
tion de l'origine du serum utilise. 

66/92 serums canins venant de leishmaniose recon- 
naissent specif iquement un antigene de masse moleculaire de 
15 75 KD, 77/92 reconnaissent un antigene de 33 KD et 84/92 re- 
connaissent un antigene de 20 KD et 92/92 reconnaissent un 
antigene de 75 KD et/ou un antigene de 33 KD et/ou un anti- 
gene de 20 KD. 

Par consequent/ la reconnaissance de ces trois anti- 
20 genes, separement, par paire ou simultanement , permet d'eta- 
blir un diagnostic sur et specifique de leishmaniose, chez le 
chien, avec cette technique d 1 immunoempreinte . 
EXEMPLE C - Reactions croisees. 

II faut noter que d'autres antigenes semblent forte- 
25 ment reconnus par les serums de malades. 

Des antigenes de Leishmania infantum semblent aussi 
reconnus par les serums de malades presentant d'autres para- 
sitoses notamment a flagelles ? ainsi des antigenes 70 KD et 
la region 55-60 KD sont reconnus, tant par des serums de ma- 
30 lades atteints de leishmaniose viscerale que par des serums 
de malades atteints d'autres affections a flagelles, telles 
que la maladie de Chagas, la trypanosomiase africaine, et me- 
me par des malades atteints de leishmaniose cutanee du Nou- 
veau Monde. 

35 Ces reactions croisees peuvent traduire une parente 



WO 89/01045 



PCT/FR88/00400 



- 22 - 

antigenique entre les differents trypanosomides etudies. 

Des parent.es antigeniques ont deja ete observees par 
. CAMARGO et Al. entre certains antigenes de flagelles. 

Toutef ois , corame le montrent les figures 2, 3a , 3b 
5 3c et 3d, les antigenes selon I 1 invention sont specif iques 
des leishmanioses viscerales et ne presentent pas de reac- 
tions croisees. 

Le profil general en immunoempreintes obtenu avec 
des IgG mohtre qu'une immunite humorale specif ique est diri~ 
10 gee contre quelques antigenes de Leishmania infantum* 

II resulte des donnees qui precedent que l'on ob- 
tient avec les prof i Is antigeniques conformes a 1* invention 
dans la technique d f analyse par immunoempreinte et avec les 
antigenes purs conformes a 1 1 invention avec le test ELISA des 
15 resultats specif iques et precocement positifs, dans des cas 
de leishmanioses productrices d'anticorps, tant chez I'homme 
que chez 1 'animal, notamment le chien, ce qui permet de de* 
teeter precocement 1" infection leishmanique, et par conse- 
quent permet un trait ement rapide du sujet malade. 
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RE VEND I CAT IONS 
1*) Antigenes specifiques de Leishmania, parasite 
_ qui provoque la leishmaniose viscerale chez les mammiferes, 
notamment chez l'homme et/ou chez le chien, caracterises en 
5 ce qu'ils sont reconnus de maniere specif ique par des serums 
de malades d'origine humaine ou animale, notamment. canine, 
atteints de leishmaniose viscerale et en ce qu'ils ne 
presentent pas de reactions croisees avec des serums de 
malades atteints d'autres affections. 
10 2°) Antigenes selon la revendication 1, caracterises 

en ce qu'ils sont des antigenes de Leishmania infantum. 

3°) Antigenes selon la revendication 1, caracterises 
en ce qu'ils sont des antigenes de Leishmania donovani. 

4°) Antigenes selon 1 1 une quelconque des revendica- 
15 tions precedentes, caracterises en ce qu'ils ont respective- 
ment une masse moleculaire de 150 KD, une masse moleculaire 
de 94 KD, une masse moleculaire de 75 KD, .une masse molecu- 
laire de 30 KD, une masse moleculaire de 33 KD et une masse 
moleculaire de 20 KD. 
20 5°) Antigenes selon 1 1 une quelconque des revendica- 

tions precedentes, caracterises en ce que lorsqu'ils ont une 
masse moleculaire de 150 KD, de 94 KD ou de 75 KD, ils sont 
reconnus par des IgG de serums de malades d'origine humaine. 

6*) Antigenes selon 1 1 une quelconque des revendica- 
25 tions precedentes, caracterises en ce que lorsqu'ils ont une 
masse moleculaire de 7 5 KD, de 3 3 KD ou de 20 KD, ils sont 
reconnus par des IgG de serums de malades d'origine canine. 

7*) Antigenes selon 1 1 une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterises en ce que lorsqu'ils ont une 
30 masse moleculaire de 30 KD, ils sont reconnus par des IgE de 
serums de malades d'origine humaine. 

8°) Antigenes selon 1 ' une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterises en ce que lesdits antigenes 
se trouvent chacun a 1 ' etat pur, sous forme liquide ou lyo- 
35 philisee. 
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9* ) Antigenes selon la revendication 8, caracterises 
en ce qu'ils sont adsorbes sur des supports solides. 

10* ) Agent de diagnostic de la leishmaniose viscerale 
chez l'homme et chez 1' animal, notamment le chien, caracteri- 
5 se en ce qu'ii est constitue par un profil electrophoretique , 
de preference mis sous forme de bandelette, qui contient les 
antigenes selon I'une quelconque .des revendications preceden- 
tes • 

11°) Precede de preparation des antigenes specif iques 
10 de Leishmania selon les revendications 1 a 9, caracterise en 
ce qu'il consiste : 

- a cultiver des souches de Leishmania, parasite qui provo- 
que la leishmaniose viscerale chez les mammiferes, a une 
temperature et pendant une duree appropriee, dans un milieu 

15 approprie r 

- a separer les antigenes obtenus, apres centrif ugation des- 
dites cultures, dans le culot de centrif ugation remis en 
suspension dans un tampon approprie, en realisant une elec- 
trophorese appropriee. 

20 12°) Procede selon la revendication 11, caracterise 

en ce que les antigenes separes par electrophorese sont 
transferes par transfert ou electrotransf ert sur des bande- 
lettes en materiau approprie, pour former des profils antige- 
hiques, dont une partie est eventuellement coloree a l'aide 

25 d'un colorant approprie, notamment de rencre de Chine, les- 
dits profils antigeniques obtenus, portes par lesdites bande- 
lettes, etant avantageusement conserves a sec. 

13*) Procede de preparation selon la revendication 
11, caracterise en ce que l*on cultive des souches de Leish- 

30 mania infantum dans un milieu approprie, pendant environ 3 
jours et a une temperature de 2S°C pour obtenir un volume 
contenant 4«10^ Leishmania/ml . 

14°) Procede selon la revendication 11 ou la revendi- 
cation 13/ caracterise en ce que la souche de LeisTimania in- 

35 fantum utilisee est une souche LEM497 (MCAN/GR/82) . 
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15* ) Procede selon la revendication 11 ou la revendi- 
cation 13, caracterise en ce que la souche de Leishmania 
- infantum utilisee est une souche LGR4 (HOM/GR/7 8/LGR4) ♦ 

16°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
5 tions 11 et 13 a 15, caracterise en ce que le milieu de cul- 
ture est un milieu RPMl/199 (1:1) a 10 % de SVF . 

17°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 11 a 16, caracterise en ce que l'electrophorese est 
realisee selon la technique de LAEMMLI avec des gels de poly- 
10 acryiamide de concentration appropriee et sur lesquels sont 
deposees 6.10 8 Leishmania obtenues a partir du culot de cen- 
trifugation de culture remis en suspension dans un tampon 
approprie . 

18°) Procede selon la revendication 12, caracterise 

15 en ce que le transfert ou 1 9 electrotrans f ert des antigenes 
separes par electrophorese, selon la revendication 10, est 
realise a temperature ambiante sur nitrocellulose ou poly- 
amide (nylon), pour former des profils antigeniques. 

19°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 

20 tions 12 et 18, caracterise en ce que les profils electro- 
phoretiques antigeniques transferes non colores constituent 
l'un des reactifs d f un coffret de diagnostic et les profils 
electrophoretiques transferes colores, notamment a I'encre de 
Chine, constituent le profil antigenique total de Leishmania, 

25 les profils electrophoretiques tant colores que non colores 
etant decoupes en bandelettes. 

20°) Procede selon la revendication 19, caracterise 
en ce qu'une bandelette non coloree subit une incubation avec 
un serum de malade ou de chien malade, en ce que le complexe 

30 antigene-anticorps forme est revele par un conjugue enzymati- 
que anti-homme ou anti-chien et en ce qu'on visualise sur la 
bandelette l'activite enzymatique. 

21°) Procede selon la revendication 19, caracterise 
en ce qu'une bandelette coloree permet de reveler la plupart 

35 des antigenes presents, identifies a I'aide de marqueurs de 
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masse moleculaire. 

22°) Procede selon la revendication 11, caracterise 
-en ce qu'on cultive des souches de Leishrnania donovani. 

23* ) Procede de preparation des antigenes specif i- 
5 ques de Leishrnania selon les revendications 1 a 9, caracteri- 
se en ce qu'il consiste a : 

- cultiver des souches de Leishrnania, parasite qui provoque 
la leishmaniose viscerale chez les mammiferes a une tempe- 
rature et pendant une duree appropriees, dans un milieu 

10 approprie ; 

- separer les antigenes obtenus apres centrif ugation desdites 
cultures, dans le culot de centrif ugation remis en suspen- 
sion dans un tairpon approprie en realisant une electro- 
phorese appropriee ; 

15 - injecter les antigenes ainsi separes a un animal, notamment 
un lapin, pour provoquer la production chez ce dernier 
d'anticorps specif iques contre lesdits antigenes ; 

- separer les anticorps produits par 1' animal immunise, no- 
tamment le lapin, du serum preleve chez ce dernier par 

20 chromatographie d 1 af finite ? 

- isoler lesdits antigenes retenus sur la colonne d'af finite 
et les recueillir ensemble ou separement sous forme liquide 
ou lyophilisee, lesdits antigenes etant eventuellement 
adsorbes sur un support solide approprie. 

25 24° ) Procede de preparation selon la revendication 

22, caracterise en ce qu'on cultive des souches de Leishrnania 
infantum dans un milieu RPMI/199 (1:1) a 10 % de SVF pendant 
environ 3 jours a une temperature de 28° G de maniere a obte- 
nir un volume contenant 4.10 7 Leishmania/ml. 

30 25°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 

tions 2 3 et 24, caracterise en ce que 1 * electrophorese est 
realisee sur des gels de polyacrylamide de concentration 
appropriee et sur lesquels sont deposes de 12.10 8 a 18. 10^ 
Leishrnania. 

35 26°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 



WO 89/01045 



PCT/FR88/00400 



20 



- 27 - 

tions 23 a 25, caracterise en ce qu'une partie dudit gel est 
coloree au moyen d'un colorant, ladite coloration permettant 
, de determiner la migration des antigenes specif iques de 
Leishmania dans ledit gel. 
5 2 7°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 

tions 23 a 26, caracterise en ce qu'une autre partie dudit 
gel est decoupee en rapport avec lesdits antigenes specifi- 
ques de Leishmania, mise sous une forme injectable et injec- 
tee a un animal, notamment un lapin, pour produire chez ce 
10 dernier des anticorps qui sont isoles du serum preleve chez 
ledit animal, lesdits anticorps etant purifies sur une colon- 
ne de chromatographie appropriee puis couples a du Sepharose 
a l'aide d'un agent de couplage approprie (hromure de cyano- 
gene notamment, pour former un gel d'af finite. 
15 28°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 

tions 23 a 27, caracterise en ce qu'on produit avec les anti- 
corps couples, une colonne d'affinite dans laquelle est passe 
un lysat de Leishmanies resuspendu dans un tampon approprie. 

29°) Procede selon les revendications 23 a 28, ca- 
racterise en ce que les antigenes retenus par la colonne sont 
recueillis en presence d'une haute force ionique et consti- 
tuent les antigenes specifiques purs de Leishmania selon la 

revendication 8. 

30°) Procede de diagnostic de leishmaniose viscerale 

25 qui consiste a detecter les anticorps ant i -Leishmania pre- 
sents dans un serum a controler, a l'aide des antigenes spe- 
cifiques de Leishmania selon les revendications 1 a 10, en 
mettant en incubation ledit serum avec lesdits antigenes aux- 
quels se lient les anticorps du groupe Leishmania, si de tels 

30 anticorps sont presents dans 1 ' echantillon de serum a contro- 
ler, quelle que soit la souche infectante de Leishmania a 
pathogenie viscerale. 

31°) Procede de diagnostic selon la revendication 
30, caracterise en ce qu'une quantite appropriee d'un conju- 

35 gue (anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM ou anti-IgG, anti-IgA, 
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airti-IgM marques avec une enzyme, notarament la peroxydase), 
est mise en contact, avec les eventuels complexes antigenes- 
anticorps prealablement formes pour provoquer la fixation des 
anti-IgG ou des anti-IgGAM (ou anti-IgG, anti-IgA, anti-lgM) 
5 sur lesdits anticorps lies, cette seconde etape du precede de 
diagnostic etant suivie d'une troisieme etape qui consiste a 
reveler lesdits complexes ant ig ene s -ant i cor p s prealablement 
formes a I'aide d'un substrat approprie, notamment de la di- 
aminobenzidine additionnee d'eau oxygenee -dans un tampon 

10 Tris, pour provoquer, en presence d* anticorps anti- 
Leishmania, 1' apparition d'une couleur resultant de la reac- 
tion de 1' enzyme du conjugue avec le substrat susdit, ladite 
reaction etant arretee par des moyens appropries, 

32°) Procede de diagnostic selon 1 1 une quelconque 

15 des revendications 30 et 31, caracterise en ce que la troi- 
sieme etape du procede est constitute par la mise en oeuvre 
du test ELISA ou d'un test RIA. 

33° ) Procede de production d' anticorps anti- 
antigenes des Leishmania qui provoquent la Leishraaniose vis- 

20 cerale chez les mammiferes, caracterise en ce que : 

- L'on immunise un animal approprie par injection d'antigenes 
de Leishmania selon I'une quelconque des revendications 1 a 

9 ; 

- l'on purifie les anticorps produits par ledit animal sur du 
25 Sepharose. 

34°) Procede de production d* anticorps selon la re- 
vendication 33, caracterise en ce que les anticorps produits 
sont des anticorps monoclonaux* 

35°) Procede de production d'anticorps selon la re- 
30 vendication 33, caracterise en ce que les anticorps produits 
sont des anticorps polyclonaux. 

36 p ) Kit, ou coff ret, ou ensemble coordonne, pret a 
l^mploi pour la mise en oeuvre du procede de diagnostic de 
leishmanioses viscerales, caracterise en ce qu'il comprend : 
35 - une serie de bandelettes presentant le profil antigenique 
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de Leishmania infantum non revele contenues dans un incuba- 
teur a rigoles multiples, chaque rigole etant recouverte 
d'un papier d" aluminium thermoscelle , permettant l'utilisa- 
tion de chaque bandelette independament ; 
5 - un profil antigenique colore a l'encre de Chine, permettant 
de determiner la migration des antigenes indispensables au 
diagnostic ; 

- une bandelette de controle presentant un profil antigenique 
de Leishmania ayant deja reagi avec un serum humain posi- 

10 tif ; 

- et/ou une bandelette de controle presentant un profil anti- 
genique de Leishmania ayant deja reagi avec un serum canin 
positif ; 

- une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic humain 
15 d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM ou anti-IgG, anti-IgA, 

anti-IgM marques avec I 1 enzyme appropriee, dans un reci- 
pient convenable ; 

- et/ou une quantite ' appropriee de conjugue pour diagnostic 
canin d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM ou anti-IgG, anti- 

20 IgA, anti-IgM marques avec l 1 enzyme appropriee, dans un re- 
cipient convenable ; 

- une quantite appropriee de substrat approprie, notamment de 
diaminobenzidine pour la peroxydase dans un recipient con- 
venable, additionnee d 1 une quantite appropriee de peroxyde 

25 d f hydrogene dans un recipient convenable ; 

- une solution de saturation PBS-Tween 20 a 0,3 % - lait 
ecreme a 5 %, dans un recipient convenable, 

ou 

- une solution de saturation PBS-Tween 2 0 a 0,3 % - BSA a 
30 1 %, dans un recipient convenable ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 20 a 0,3 % ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 20 a 0,1 % ; 

- une solution de tampon Tris 0,01 M pH 7 ,2. 

37°) Kit, ou coffret, ou ensemble coordonne, pret a 
35 I'emploi, caracterise en ce qu'il comprend : 
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- des antigenes de Leishmania infantum dans des recipients 
separes et presentes sous forme lyophilisee et conserves 
dans des recipients convenables ou adsorbes , en presence 
d'un agent conservateur tel que l*azidure de sodium a 0,1 % 

5 ou le merthiolate a 0,1 %, sur des supports solides ade- 
quats ; 

- une quantite appropriee de serum humain positif de contro- 
le # contenue dans un recipient convenable ; 

- et/ou une quantite appropriee de serum canin positif de 
10 controle, contenue dans un recipient convenable ; 

- une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic humain 
d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM marques avec une enzyme 
appropriee , dans un recipient convenable ; 

- et/ou une quantite appropriee de conjugue pour diagnostic 
15 canin d'anticorps anti-IgG ou anti-IgGAM marques avec une 

enzyme appropriee , dans un recipient convenable ; 

- une quantite appropriee de substrat approprie, notamment de 
la diaminobenzidine pour la peroxydase dans un recipient 
convenable, additionnee d'une quantite appropriee de per- 

20 oxyde d f hydrogene dans un recipient convenable ; 

- une solation de tampon PBS-Tween 20 a 0,3 % dans un reci- 
pient convenable ; 

- une solution de tampon PBS-Tween 2 0 a 0 f 01 % ; 

- une solution de tampon Tris 0,01 M pH 7,2 ; 

25 - une pluralite de plaques de microtitration utiles pour la 
realisation du test ELISA. 
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Leishmaniose viscerale — LEM 497 
20 serums de Grece (1—20) 
2 serums d'Afrique ( 21—22) 
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